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RESUMO

A sepse € um conjunto de manifestacdes decorrente de infec¢cdes que acometem o
organismo, sendo potencialmente fatal ou que pode desencadear o surgimento da
lesdo pulmonar aguda (LPA), visto que os pulmbes sdo um dos dérgdos mais
comumente atingindo. Avaliar histomorfometricamente e determinar a expressao da
proteina surfactante tipo-b (SP-B) nos pulmdes de ratos Wistar sépticos tratados com
ceftriaxone e/ou antioxidantes. Foram utilizados 42 ratos Wistar machos (200-350g),
para compor sete grupos experimentais (n=6/grupo). Desses, 24 foram submetidos a
CLP e tratados com: ) ceftriaxona (30 mg/kg) - ATB; Il) Vit C 50mg/kg + NAC 10mg/kg
+ Vit E 20mg/kg - ATO; Ill) ATO+ATB; IV) CLP (agua para inje¢do 5 ml/kg). O grupo
SHAM (controle) foi composto por trés grupos (n=6/grupo), que passaram pelo mesmo
procedimento cirurgico sem a inducao de sepse e foram tratados da mesma forma
que CLP: 1) SHAM; IlI) SHAM+ATB; Ill) SHAM+ATB+ATO. Decorrido 24h do

procedimento, 0s animais receberam o tratamento durante cinco dias consecutivos.
Durante esse periodo os animais foram observados quanto as caracteristicas
fisioloégicas e ao final foram anestesiados para determinar o perfil hematologico, e
posteriormente coleta do I6bulo pulmonar para avaliagdo histoldgica,
histomorfométrica e expressdo da proteina SP-B por Western Blot. O protocolo
experimental foi aprovado pela CEUA-UFPE n? 23076.027592/2017-85. O percentual
de mortalidade experimental nos grupos séptico foi de 21,42% o que permitiu
estruturar grupos de n=6/grupo. O indice de sobrevivéncia dos grupos sépticos (CLP)
variaram significativamente (p<0,05) de acordo com o tipo de tratamento e o tempo,
onde em 48h o grupo tratado com antibiético obteve maior indice de mortalidade
(34%). Quanto as condigdes fisioldgicas observadas (mobilidade, letargia e diarreia)
e perfil hematologico, os tratados com ATO ou ATB+ATO néao apresentam diferenca
significativa (p<0,05) comparado ao SHAM. Na histologia e morfometria, constatou-se
que os grupos tratados com ATO+ATB ou ATO isoladamente apresentaram melhores
resultados quanto a preservacdo do parénquima pulmonar, verificando septos
delicados, maior quantidade de pneumdcitos tipo Il € menor infiltracdo de células
inflamatorias. Nao foi verificada diferenca significativa nestes tratamentos ao se
comparar com o grupo SHAM referente a quantidade de macréfago, linfécitos,
neutrofilos, pneumocitos e na espessura de septos. A quantificacdo de SP-B
apresentou-se significativamente aumentada no grupo CLP comparado aos demais



grupos. Por sua vez, a expressdo de SP-B nos grupos tratados com ATO, ATB ou
associagao dos dois mostraram-se semelhante aquela verificada no grupo SHAM. Os
protocolos que continham antioxidante direcionados ao tratamento da lesdo pulmonar
aguda, decorrente da sepse, foram mais eficazes e verificou-se que a SP-B quando
quantificada na fase aguda da lesdo, pode ser um importante marcador da progressao
da doenca.

Palavras-chave: proteina surfactante B; lesdo pulmonar aguda; sepse.



ABSTRACT
Sepsis is a set of manifestations resulting from infections that affect the body, being

potentially fatal or which can trigger the emergence of acute lung injury (ALlI), since the
lungs are one of the most commonly affected organs. To evaluate
histomorphometrically and determine the expression of surfactant protein type-b (SP-
B) in the lungs of septic Wistar rats treated with ceftriaxone and/or antioxidants. 42
male Wistar rats (200-350g) were used to form seven experimental groups
(n=6/group). Of these, 24 underwent CLP and treated with: I) ceftriaxone (30 mg/kg) -
ATB; II) Vit C 50mg/kg + NAC 10mg/kg + Vit E 20mg/kg - ATO; Ill) ATO+ATB; IV) CLP
(water for injection 5 ml/kg). The SHAM group (control) was composed of three groups
(n=6/group), which underwent the same surgical procedure without inducing sepsis
and were treated in the same way as CLP: I) SHAM; II) SHAM+ATB; IlI)
SHAM+ATB+ATO. After 24 hours of the procedure, the animals received the treatment
for five consecutive days. During this period, the animals were observed for
physiological characteristics and at the end they were anesthetized to determine the
hematological profile, and subsequently the lung lobe was collected for histological,
histomorphometric and SP-B protein expression evaluation by Western Blot. The
experimental protocol was approved by CEUA-UFPE n? 23076.027592/2017-85.
Results: The percentage of experimental mortality in the septic groups was 21.42%,
which allowed structuring groups of n=6/group. The survival rate of septic groups (CLP)
varied significantly (p<0.05) according to the type of treatment and time, where in 48
hours the group treated with antibiotics had a higher mortality rate (34%). Regarding
the physiological conditions observed (mobility, lethargy and diarrhea) and
hematological profile, those treated with ATO or ATB+ATO did not show a significant
difference (p<0.05) compared to SHAM. In histology and morphometry, it was found
that the groups treated with ATO+ATB or ATO alone showed better results in terms of
preservation of the lung parenchyma, verifying delicate septa, a greater quantity of
type Il pneumocytes and less infiltration of inflammatory cells. No significant difference
was found in these treatments when compared with the SHAM group regarding the
amount of macrophages, lymphocytes, neutrophils, pneumocytes and septal
thickness. SP-B quantification was significantly increased in the CLP group compared
to the other groups. In turn, the expression of SP-B in the groups treated with ATO,
ATB or a combination of the two was similar to that seen in the SHAM group. Protocols



that contained antioxidants aimed at treating acute lung injury resulting from sepsis
were more effective and it was found that SP-B, when quantified in the acute phase of

injury, can be an important marker of disease progression.

Key words: surfactant protein B; acute lung injury; sepsis.
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1 INTRODUCAO

Segundo Viana et al.,, (2020), a sepse é intitulada como uma disfungao
sistémica potencialmente fatal, ocasionada por agentes infecciosos bacterianos,
virais, fungicos ou por meio de protozoarios. Os focos infecciosos mais comumente
relacionados a sepse sao o trato respiratorio (pulmao), seguido pela regido abdominal

e trato urinario (Teles, 2022).

Dantas et al., (2020), consideram que a sepse € uma das principais patologias
envolvidas no desenvolvimento de Lesdo Pulmonar Aguda (LPA), em decorréncia da
resposta do organismo a entrada de agentes infecciosos, induzindo a liberagdo de
mediadores quimicos que disparam o processo inflamatério. Esses efeitos
inflamatorios estao relacionados com a redugao de surfactante pulmonar, onde sua
principal funcdo é reduzir a tensdo superficial na interface ar-liquido do interior do
alvéolo, faciltando a ventilagdo. Esta caracteristica unica, permite evitar o

colabamento alveolar no final da expiracao (Ghati et al., 2021).

As proteinas surfactantes sdo compostas por cerca de 90% de lipidios
essenciais para a redugao da tensao superficial da interface ar-liquido do pulmao, e
cerca de 10% de proteinas com propriedades imunes e tensoativas (Liu et al., 2022).
Dentre os surfactantes existentes a proteina surfactante B (SP-B) que € uma pequena
proteina hidrofilica, que desempenha papel primordial para a funcdo surfactante
pulmonar, sendo sua auséncia congénita incompativel com a vida (Pérez-Gil, 2022).
As proteinas surfactantes sdo normalmente encontradas em niveis adequados nos
pulmdes, no entanto, em disturbios respiratérios envolvendo lesdo no epitélio alveolar
e endotélio vascular, a proteina surfactante-B apresenta-se em niveis elevados no
plasma e lavado broncoalveolar, autores consideram que este fato esteja atrelado ao

agravamento da lesao pulmonar (Andrew et al., 2000; lan et al., 1997).

O uso de antibiéticos de amplo espectro € a base para o tratamento da sepse
de origem bacteriana (Da Rosa Steiner, 2022). No entanto, o estresse oxidativo
associado ao uso de antibidticos exerce um importante papel na patogénese da
sepse. Tornando-se um dos principais alvos terapéuticos, onde a suplementacdo com
antioxidantes tem sido utilizada como adjuvante no tratamento (Wenclewska et al.,
2019; Zanza et al., 2019). Porém, se faz necessario uma melhor avaliagdo dos seus
efeitos na sepse. Diante do exposto, o referido trabalho avaliou a resposta da
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suplementacdo com antioxidantes associado ou ndo ao tratamento com antibiético
guando administrados por via intraperitoneal, frente a expressao de SP-B no pulmao

de ratos Wistar sépticos induzidos experimentalmente.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

21 SEPSE

A sepse € definida como sindrome de resposta inflamatéria sistémica
desregulada, devido a presenca de agente infeccioso que ocasionam lesdes aos
orgaos e tecidos, onde ocorre excessiva producdo de citocina proé-inflamatoria
culminando com aumento da permeabilidade capilar, provocando lesdo tecidual e

morte por faléncia (Barichello et al., 2022).

A sepse demanda cerca de 24% a 32% dos custos totais de uma UTls, esta
condicdo se da devido as internagdes e tratamentos medicamentosos de alto custo.
O diagnéstico tardio resulta em complicagbes do quadro clinico, prolongando a
permanéncia do paciente no ambiente hospitalar. O custo com pacientes internados
na urgéncia e emergéncia gira em torno de R$38.867,60, onde mais da metade deste
valor é gasto com pacientes que ndo sobrevivem a sepse, pois além dos gastos
gerados com a internacdo leva-se em consideracdo os honorarios da equipe
multiprofissional, diarias hospitalares, diagnosticos e procedimentos cirurgicos
(Santos et al., 2021).

Diante da gravidade apresentada em pacientes nas unidades de terapia
intensiva (UTls), podendo chegar ao 6bito, a sepse tem sido classificada como um
problema de saude publica pelos principais 6érgaos de monitoramento (Gauer et al.,
2020). De acordo com a Organizacdao Mundial da Saude (OMS) 11 milhdes de
pessoas por ano sao vitimas da sepse, no Brasil, calcula-se que cerca de 240 mil
Obitos por ano ocorram devido ao conjunto de manifestacbes desregulada do
organismo ocasionada pela infeccdo com desfecho séptico, onde a COVID-19

corroborou para o aumento desses casos nas unidades hospitalares (Fiocruz, 2021).

Tendo como referéncia a base de dados de notificagcdes de caso de sepse
através do SINAN-DATASUS (Doencas e Agravos de Notificagdo) em hospitais
publicos no Brasil, foram analisadas as notificacdes realizadas no periodo de julho de
2018 a abril de 2021, foi encontrado 424.365 notificacées relacionadas a sepse no
Brasil. A maioria das notificacbes ocorreram em: Sao Paulo (24,47%), Minas Gerais
(16,72%) e Rio de Janeiro (9%). As maiores taxas de mortalidade foram observadas
no Rio de Janeiro (58,20%), Amazonas (56,54%), Sao Paulo (55,48%), Ceara
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(54,64%), Tocantins (54,28%) e Pernambuco (52,01%). A analise da distribuicdo dos
casos realizadas neste periodo demonstra que a letalidade dos casos de sepse
apresentou um aumento de 38,7% em 2018; 44,7% em 2019; 46,8% em 2020 e 46,6%
em 2021 (Lima-Junior et al., 2022).

A sepse € um processo de resposta inflamatdria sistémica complexo que
envolve alteragdes na fungao de multiplos érgaos do corpo, a nivel celular e molecular.
Promovendo desequilibrio na resposta inflamatéria, disfuncdo imune, dano
mitocondrial, coagulopatia, anormalidades da rede imune neuroenddcrina, estresse
do reticulo endoplasmatico, autofagia e outros processos fisiopatoldgicos,
acarretando a disfunc¢ao orgéanica (Huang et al., 2019). Sendo uma enfermidade que
necessita de uma atencdo maior dos orgaol/instituicbes de saude sejam no
desenvolvimento de novas estratégias para a sua prevengdo ou para O seu

tratamento.

22 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

As vias de sinalizagbes envolvidas na resposta desregulada do hospedeiro
tronam a sepse, uma sindrome heterogenia com grande potencial de risco a vida. A
interacdao entre microrganismos e hospedeiro se inicia pelo reconhecimento das
substancias do agente etiolégico através dos padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs) fatores exdgenos ou padroes moleculares associados a danos
(DAMPs) fatores enddégenos (Zhang et al., 2021).

A ativacao do sistema imune inato ocorre por receptores de reconhecimento de
padrdes (PRRs), os quais sdao expressos por células do sistema imune inato. Estas
moléculas sao transferidas aos receptores CD14 e TLR4 existentes na superficie de
monaocitos, macrofagos, células dendriticas e neutréfilos desencadeando uma

resposta inflamatoria (Huang et al., 2019).

Os neutrofilos sao a primeira linha de defesa contra infecgoes, sua funcao é
intermediada por fagocitose, espécies reativas de oxigénio (ROS) e morte dependente
de protease de patégeno ingerido, além do que sua ativacao produz éxido nitrico (NO)
e armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) que por sua vez promove

inflamacao e lesdo do tecido na sepse (Denning et al., 2019).
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A lesao epitelial alveolar envolve a membrana basal e os pneumdcitos tipos | e
II. Como consequéncia a reducdo da quantidade e alteracdo da funcionalidade do
surfactante, ocorrendo aumento da tensao superficial do alvéolo, atelectasias por
colapso, reducao da complacéncia pulmonar, indugdo da apoptose, necrose e

dificuldade da troca gasosa (Kligerman, 2022).

A superficie interna dos alvéolos € composta por 70% de pneumocitos tipo I. o
mesmo compartilha uma membrana basal com o endotélio capilar pulmonar criando
uma barreira ar-sangue onde ocorre as trocas gasosas, esses pneumdocitos se
entrelacam uns aos outros por juncgdes apertadas, formando uma barreira
impermeavel para limitar a infiltragdes de liquidos nos alvéolos, tendo com funcgéao,
facilitar a troca gasosa, manter o equilibrio de ions, fluidos dentro dos alvéolos e

comunicar-se com os pneumocitos tipo |l para secretar surfactante.

Os pneumacitos tipo Il compde 7% dessa superficie interna dos alvéolos, em
seu citoplasma possuem corpos lamelares caracteristicos contendo surfactante,
substancia responsavel por reduzir a tensdo superficial dos alvéolos, sua principal
funcdo € produzir e secretar surfactante, expressar proteinas imunomoduladoras
necessarias para a defesa do hospedeiro, movimento trans epitelial da agua e

regeneracao dos epitélios apés lesao (Brandt & Mandiga, 2020).

Esta lesdo envolve diversos processos inflamatoérios, como a liberagcdo de NF-
kB (factor nuclear kappa B) que determina a producdo e secrecao de diversas
citocinas proé-inflamatorias, tais como interleucinas 1 (IL-1), 2 (IL-2), 6 (IL-6), 8 (IL-8),
12 (IL-12), TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e TNF-b (fator de necrose tumoral
beta), evento considerado crucial no desenvolvimento de sepse (Nascimento et al.,
2019).

A TNF-a juntamente a IL-1 propicia estado pré coagulante, além de ser
responsavel pela permeabilidade vascular por induzir moléculas de adesdao na
superficie das células endoteliais, beneficiando a diapedese de macréfagos e

recrutamento de novas células inflamatérias (Calabretta et al., 2021).

Os macrofagos sao fagocitos mononucleares residentes nos alvéolos e exerce
papel importante no sistema imunologico. Coletam particulas inaladas do ambiente

(carvao, silica dentre outros) bem como microbiano (virus, bactérias e fungos). Os



20

receptores toll-lke em sua superficie, possibilita a interagdo com receptores
moleculares associados ao patdégeno, auxiliando na fagocitose de patdégenos e a
secrecado de citocinas pro-inflamatérias para potencializar a resposta imune local.
Sendo assim, responsavel pelo recrutamento e ativagdo de células inflamatorios
(Carvalho & Stevenson, 2022; Brandt & Mandiga, 2020).

As vias de sinalizagdo podem ser divididas das seguintes formas:
TLR4/TRIF/IRF3 e TLR4/MyD88/NF-kB A via TLR4/TRIF/IRF3 envolve a ativagao do
TRIF, a internalizagdo do complexo TLR4/TRIF dentro dos endossomos com
subsequente ativacdo do fator de transcricdo regulador do interferon-3 (IRF3) e
producao de interferon. Ao mesmo tempo, a ativagdo da via TLR4/MyD88/NF-kB leva
a fosforilacdo de MyD88 e quinases associadas ao receptor de interleucina-1 1 e 4
(IRAK1 e IRAK4). A TNF-a através da ativacdo de vias inflamatorias, resultam na
translocagao nuclear do NF-kB, que por sua vez aumenta a produgido de citocinas

desencadeiam por consequéncia a lesdo pulmonar aguda (Dolmatova et al., 2021).

23 LESAO PULMONAR AGUDA (LPA)

Dentre os 6rgados mais afetados em pacientes sépticos nas UTIs de forma
global, a infeccdo atinge principalmente os pulmdes (64%), regidao abdominal
(apendicite, peritonite, biliares e hepaticas) (20%), corrente sanguinea (15%) e trato
urinario (14%) (Font et al., 2020). Diante dos conjuntos de manifesta¢des clinicas
desencadeadas pela sepse, observa-se o desenvolvimento da Lesdao Pulmonar Aguda
(LPA) (Bernardo, 2022).

A sindrome de desconforto respiratério agudo (SDRA), termo clinico utilizado
para lesdo pulmonar aguda (LPA), € um dos parametros criticos usados para
mortalidade em pacientes com sepse. A LPA é caracterizada pelo aumento da
permeabilidade, lesdo da membrana alvéolo-capilar, extravasamento de fluido rico em
proteinas para o espaco alveolar, produzindo um quadro de edema pulmonar e
colapso alveolar, onde os neutroéfilos apresentam papel principal, tornando-se ativados
liberando mediadores inflamatérios, como oxidantes e proteases que lesionam
diretamente o epitélio alveolar e o endotélio vascular, propagando o processo
inflamatério (Park et al., 2019; Liu et al., 2020).
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Os fatores de riscos da LPA podem ser divididos em fatores diretos e indiretos.
Os fatores diretos sao caracterizados por infec¢des pulmonares severas, afogamento,
contusdo e embolia pulmonar, promovendo lesdes alveolares graves. Por sua vez, os
fatores indiretos que englobam a sepse sao: transfusao, trauma, pancreatite, embolia
gordurosa e overdose por substancias (medicamentos prescritos), onde uma
inflamacéao sistémica é instalada e este processo gera disfuncao endotelial vascular e
infiltragdo de multiplas células inflamatdrias resultando em leséo alveolar (He yq et al.,
2021).

Por meio das células alveolares tipo | e Il a tensao superficial é reduzida. Os
pneumoécitos desempenham papel de barreira contra infiltragdes, facilita a troca
gasosa, além de produzir e secretar surfactante. O tipo Il possui organelas chamadas
de corpos lamelares, onde os surfactantes sdo armazenados e sao excretadas para o
espaco ar-liquido alveolar, mimetizando a tensao superficial, facilitando a respiragao.
O surfactante pulmonar é uma mistura heterogénea composta por lipidios e proteina,
que forma um filme e reveste a interface de transferéncia entre o alvéolo pulmonar e

o ar, evitando o colapso pulmonar (Mirastschijski et al., 2020).

24 SURFACTANTE PULMONAR

Surfactante pulmonar (SP) é um fluido composto por lipoproteinas que age
reduzindo a tensdo superficial, que atua na interface ar-liquido alveolar, onde sua
funcdo € estabilizar os alvéolos, evitando seu colapso no final da expiragcdo. O
surfactante € composto por lipideos e proteinas, sédo sintetizados pelos pneumacitos
tipo Il (PNM 1) e armazenado no citoplasma das células em corpos laminares
(estruturas intracelulares) para posteriormente ser secretado no espaco alveolar
(Walther et al., 2019).

O surfactante forma uma mielina tubular (monocamada que reveste a superficie
alveolar) essencial para a sua organizacdo em uma monocamada lipidica na interface
ar-liquido alveolar. Os lipidios correspondem a aproximadamente 80-90% da
composicdo do surfactante, sendo constituidos principalmente por fosfolipideos,
lipidios neutros (colesterol) e insaturados (Varela, 2019). A fosfatidilcolina é o
fosfolipideo mais comum, com predominio da dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). A

DPPC é um componente essencial, capaz de reduzir a tensao superficial dos alvéolos.
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As proteinas representam cerca de 10% da massa do SP, sendo caracterizadas
quatro delas: SP-A, SP-B, SP-C e SP-D (Castillo-Sanchez et al., 2021).

As proteinas SP-A e SP-D sao proteinas hidrofilicas que desempenham seu
papel principal na defesa imune inata na barreira alveolar, com reconhecimento,
ligacdo e eliminacdo de patdégenos. As proteinas SP-B e SP-C séo
duas apolipoproteinas altamente hidrofébicas , sé&o cruciais para a funcdo do
surfactante, para a eficiente adsor¢cdo das moléculas ativas da superficie, e
estabilidade do filme interfacial. O mesmo participa do processo de difusao do DPPC
no surfactante ao longo dos ciclos continuos de respiragdo de compressao-expansao
(Guzman & Santini 2019; Oliveira, 2020).

A SP-A é a mais abundante proteina do SP, representando 5% da sua massa.
Entre as suas fun¢des, destaca-se um importante papel na defesa imune pulmonar. A
deficiéncia de SP-A prejudica a eliminacao, tanto de bactérias como de virus, dos
pulmdes, facilitando a disseminacéao de infec¢des (Gupta et al., 2021). A proteina SP-
D é uma proteina hidrossoluvel e, embora ndo possua atividade de redug¢ao na tensao
superficial, desempenha um papel na defesa imune do pulmé&o ao se ligar com varios
complexos carboidratos e glicolipidios, interagindo com a superficie de bactérias e

outros mecanismos (Pimentel, 2020).

Quanto a SP-C sua deficiéncia ndo resulta em morte por insuficiéncia
respiratéria, embora possa contribuir para a evolu¢do da doencga pulmonar intersticial
(Robichaud et al., 2019). A SP-B é uma proteina fundamental para a funcdo do SP,
sendo sua auséncia congénita incompativel com a vida. Essa proteina possui a funcao
de formar e organizar a mielina tubular no interior do alvéolo, além de facilitar a

adsorcao da fosfatidilcolina na temperatura fisiologica.

2.4.1 Surfactante Pulmonar Tipo B

O surfactante € uma proteina sintetizada por células alveolares do tipo Il. O
surfactante B possui como produto primario uma pré-proteina de 381 aminoacidos,
gque por sua vez passa por varias etapas de processamento proteolitico. O
processamento da pré-pro-proteina inclui a clivagem do peptideo sinal e a
glicosilacao, produzindo uma pré-proteina de 42 kDa, clivagens proteoliticas do NH 2-
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peptideo terminal (170 aminoacidos), produzindo um intermediario de 25-kDa,
clivagem proteolitica do peptideo COOH-terminal (102 aminoacidos), produzindo um
intermediario 9-kDa e clivagem proteolitica do peptideo N-flanqueador (10
aminoacidos), produzindo um peptideo maduro biofisicamente ativo de 8-kDa de 79
residuos (Osanai et al., 2020; Gupta et al., 2021).

As principais funcdes do SP-B estdo relacionadas com a adsorcao de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPFC) na interface ar-liquido alveolar, formacdo e
organizac¢do da mielina tubular no interior do alvéolo e estabilizagcdo da camada de
surfactante pulmonar na interface ar-liquido (Silva et al., 2021). Durante a expanséao
pulmonar, os componentes do surfactante migram para a monocamada. Na expiracao,
a monocamada é comprimida, sendo assim, excluidos as proteinas, os fosfolipidios
nao-saturados e deixando uma interface enriquecida em DPPC (Johansson &
Curstedt, 2019).

A DPFC, por estar no estado sélido a 41-42° C nao se espalha naturalmente
na interface ar-liquido em temperatura corporal, necessitando da presenca de outros
fosfolipidios hidrofébico para a adsor¢do na monocamada da interface ar-liquido. A
SP-B possui temperaturas de 37 °C, sendo essencial a rapida adsor¢ao da DPFC para
formar uma monocamada na interface ar-liquido, para que este filme de DPFC
apresente uma tensao superficial minima durante a compressao dinamica. Por este
mecanismo, a monocamada fica rica em DPFC, que é o componente mais importante
na diminuicdo da tensao superficial durante a compressao (Johansson & Curstedt,
2019; Castillo-Sanchez et al., 2021).

25 INTERVENGAO TERAPEUTICA

A fim de evitar complicagcdes e progressao do paciente a choque séptico ou
faléncia de multiplos 6rgaos é recomendado a administracdo imediata de antibiéticos
em pacientes com suspeitas de sepse (Zhou et al., 2019). Na sepse nao é
desconhecido inicialmente o agente causador patoldgico, portanto inicia-se de
imediato a antibioticoterapia de amplo espectro e baixa toxicidade (Viana et al., 2020)
como as cefalosporinas, que por sua vez possui poucos efeitos adversos, toxicidade
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e contraindicagdes ao seu uso, apresentando elevada poténcia terapéutica bem como
posologia atrativa ( Werth, 2022; EMS, 2020).

As cefalosporina sao subdivididas em geragbes, essas subclasses sao
compostas por cinco geragdes (Figura 1), onde cada uma destas possui
particularidades em relacdo ao espectro antimicrobiano, poténcia e caracteristicas

farmacocinética e farmacodinémica (Sanar, 2019; EMS, 2020).

Figura 1 — As cinco geragdes das cefalosporinas.

{ CEFALOSPORINAS ]

12 Geracéao Cefalotina, cefazolina, Cefalexina, Cefadrocila

22 Geracao Cefaclor, Cefuroxima

42 Geracao Cefepime, Cefipiroma ’

5°Geragao

Ceftarolina, Ceftobiprole ’

‘ 3 Geracao ] [ Ceftriaxone, Cefotaxima, Ceftazidima

Fonte: Autora, 2024.

2.5.1 Antibidtico

A Ceftriaxona pertence a terceira geracao da cefalosporina, sendo uma droga
gue age inibindo a sintese da parede microbiana, possuindo amplo espectro de agao
contra bactérias gram-negativas e positivas. Possui meia-vida elevada (intervalo de
tempo que a concentracao plasmatica se reduz a metade), alcangando elevados picos
séricos (Duceac et al., 2020). E indicada principalmente no tratamento da sepse,
infeccoes do trato respiratorio e urinario, além do tratamento de meningite (Bula,
2020).

Pode ser administrada pela via intravenosa ou intramuscular. A maioria das
cefalosporinas de terceira geracao sao inativadas no estdmago, limitando a absorcao
no duodeno e inviabiliza a administragdo oral. A ceftriaxona tem a maior meia-vida
sérica da classe, variando entre 5 e 10 horas, isso possibilita uma unica administracao
ao dia (Bula, 2020).
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Ela possui uma taxa de ligagdo muito alta as proteinas plasmaticas, cerca de
96%, além disso, como a maioria das cefalosporinas de 32 geragéo, ela atinge niveis
terapéuticos na maioria dos fluidos e tecidos corporais, incluindo sangue, urina, bile,
pulméo. A ceftriaxona é excretada pelos rins e pelo figado, sendo 40% da medicacgéo
excretada na bile (Carteado, 2020).

No entanto, trabalhos relatam que o uso de ceftriaxone eleva os niveis de
espécies reativas de oxigénio (ROS), marcador final de peroxidagéo lipidica (MDA) e
diminui os niveis de enzimas antioxidantes, desencadeando estresse oxidativo (El-
Megharbel et al., 2022). O estresse oxidativo desempenha papel fundamental na
patologia da sepse, sendo assim um dos principais alvos terapéuticos (Sulzbacher et
al., 2020).

Estudos relatam que a suplementagdo com antioxidantes associado a
antibioticoterapia na sepse tem mostrado resultados satisfatorios tanto em roedores
guanto em seres humanos, a a¢ao protetora nos organismos contra espécies reativas
pode reduzir a severidades da sepse, estando associada a redu¢do da mortalidade,
reducdo na duragao da ventilagdo mecéanica e tendéncia na reducdo de infegoes
(Holford et al., 2020; Ritter et al., 2020).

2.5.2 Suplementacdo com Antioxidantes

A fisiopatologia da sepse leva ao aumento de substancias pro-oxidantes,
acarretando a reducdo de antioxidantes enddgenos (vitamina C, E, B-caroteno,
catalase, e superdoxido dismutase) diminuindo sua atividade protetora. Os
antioxidantes podem atuar por meio de duas vias, sendo elas enzimaticas e nao
enzimaticas. A via enzimatica, € um sistema composto pelas enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa (GSH). A via ndo enzimatica, composta
por antioxidantes na sua maioria exogenos, incluem as vitaminas E, C, N-acetil
cisteina e outras. Grande parte dos antioxidantes ndo enzimaticos € encontrada na
alimentacao e eles podem ser suplementados por meio da dieta (Plocharski et al.,
2019; Carvalho, 2021; Miotti, 2021).

A vitamina E € uma expressao global utilizada para intitular oito compostos

lipossoluveis, sendo eles: a, B, y e 6 tocoferois e a, B, y e & tocotriendis. Sendo a-
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tocoferol a forma mais conhecida, a mesma previne dano oxidativo celular através da
inativacao dos radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROS), bem como,
possui propriedades na modulagéo da sinalizagao celular e transcricao de genes. Por
se tratar de composto lipossoluvel e constituir as membranas celulares, a vitamina E
torna-se capaz de impedir a deterioracdo lipidica e por consequéncia impede a
formacao de hidroperoxidos. A vitamina E pode servir como antioxidante, anti-

inflamatorio, anticoagulante e antifibroblastico (Sudirman et al., 2022).

O acido L-ascérbico possui acdes antioxidantes, anti-inflamatérias,
anticoagulantes e imunomoduladoras, por estes motivos apresenta ser um forte
candidato como adjuvante no tratamento para a sepse. A vitamina C € um importante
eliminador de radicais livres, capaz de modificar atividades antimicrobianas, assim
como reduzir significativamente os efeitos ocasionados das espécies reativas. As altas
concentragbes do acido ascorbico demonstra possuir fungées imunomoduladoras,
dentre outras propriedades, minimizando o risco de infec¢ao, por sua vez a vitamina
C também possui efeitos antimicrobianos, onde foram detectadas ac¢des contra
diversos organismos patogénicos incluindo: Bacillus subtilis, Corynebacterium
diphtheria, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. A vitamina C é crucial

para um mecanismo de defesa do hospedeiro (Mumtaz et al., 2022).

A N-acetilcisteina (NAC) € um composto de tiol (contendo sulfidril) com um
potente efeito antioxidante e como fonte de grupos sulfidril nas células, € amplamente
usado na clinica médica. A NAC possui acado de 23 antioxidante diretamente, através
dos seus radicais de thiol, e indiretamente, pela reposicdo de estoques celulares
diminuidos de glutationa. Diante disto pode-se inferir que a NAC age diretamente no
controle dos radicais livres mediante interacdo com o radical hidroxila e perdxido de
hidrogénio, e indiretamente mediante a inducao da sintese de glutationa, cuja principal
funcado € a remocao de radicais livres e defesa contra o estresse oxidativo (Silva,
2021).

Estudos experimentais em animais, foram realizados a fim de estabelecer a
eficacia da vitamina C e E frente a sepse. Os resultados demonstraram que 0s grupos
que receberam administracdo de vitamina E e C apresentavam menores niveis
plasmaticos de TNF-a, PCR, IL 1-B, IL-6 e MDA em relacdo ao grupo séptico sem

tratamento. Desta forma os autores concluem que os animais tratados com a



27

suplementacédo de vitaminas (E e C) apresentam resultados positivos na sepse,
podendo ser utilizada como terapia adjuvante para pacientes sépticos por sua eficacia

e custo-beneficio (Nur et al., 2022).

Holford et al., (2020), relata dados de pacientes hospitalizados acometidos por
infeccdo, sepse e COVID-19 apresentavam niveis indetectaveis de vitamina C em
comparagao com controle saudaveis. Segundo o mesmo, a vitamina C colabora com
a regulacéo negativa das citocinas preservando o endotélio de lesbes oxidativas, além
de deprimir espécies reativas de oxigénio (EROS) e a inflamacgdes através da ativagao
do NF-kB (Ammar et al., 2021).

Estudos realizados através de bioinformaticas comprovam potenciais alvos
terapéuticos da vitamina ¢, que apresenta acdo farmacologica contra a sepse,
podendo ser avaliadas em estudos pré-clinico antes de serem implementados no

tratamento clinico de pacientes sépticos (Li et al., 2021).

May et al., (2021), relata em seu estudo dados que sustentam a utilizacdo de
megadose da vitamina C como tratamento de pacientes acometidos por sepse e
COVID-19. A administracao via intravenosa de acido ascorbico (150g por 40kg ao
longo de 07:00 horas) demonstrou melhora no estado clinico nas fungoes
cardiovasculares, pulmonar, hepatica e renal, bem como reduziu a temperatura
corporal, em modelo ovino clinicamente relevante de sepse induzida por bactérias
Gram-negativas. Nos pacientes com COVID-19 a vitamina C intravenoso (60g)
restabeleceu a presséao arterial, melhorou a fungao renal e aumentou os niveis de

oxigénio no sangue arterial.

Assim como a vitamina C outros antioxidantes possuem estudos referente a
sua acao protetora na sepse. Ritter et al., (2020), descreve seu experimento em ratos
wistar onde a administracao de N-acetilcisteina (NAC) mais a desferroxamina (DFX)
aumenta a sobrevida no modelo de CLP (Ligacéo e puncao cecal), isto apos trés horas
da inducdo da sepse, sendo observado menor dano oxidativo. Concluindo que a
mesma foi capaz de aumentar a sobrevida dos animais, apresentando ser uma forte
candidata a ser implementada como droga complementar no tratamento da sepse. A
utilizacdo dos antioxidantes para mimetizar a acao oxidantes no organismo ja € bem

fundamentado, sendo assim um potente adjuvante no tratamento preconizado.
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3 OBJETIVOS

31 OBJETIVO GERAL

Avaliar histopatolégicamente e determinar da expressao da proteina surfactante tipo-

B (SP-B) no pulm&o de ratos sépticos tratados com ceftriaxona e antioxidantes.

32 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar o indice de mortalidade entre os animais SHAM e CLP tratados ou
nao com ceftriaxona ou antioxidante;

e Avaliar caracteristicas fisioldgicas (piloerecao, transito intestinal, letargia e
mobilidade) dos ratos Wistar com sepse;

e Determinar o perfil hematoldgico desses animais sépticos;
¢ Analisar histologicamente e morfometricamente as estruturas pulmonares;

¢ |dentificar e quantificar a expressao da SP-B por Western Blotting em tecido
pulmonar de ratos Wistar com sepse.
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4 METODOLOGIA

41 LOCAL DE ESTUDO

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Farmacologia de Produtos Bioativos
(LFPB) em parceria com o Laboratério de Neurofisiologia e Metabolismo (LNEM) do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia localizados na Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE), nho campus Recife.

42 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 42 ratos Wistar machos (200-350g) para compor sete grupos
experimentais (n=6/grupo), provenientes do biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia do Centro de Biociéncias da UFPE. Todos os animais passaram por um
periodo de adaptacao de 24h, e foram mantidos em condi¢cdes padrdes (temperatura
de 22+2°C, com controle de ciclo claro/escuro), com acesso a ragao comercial e a
agua ad libitum, antes dos experimentos. Os procedimentos experimentais
envolvendo os animais foram realizados de acordo com as normas do Colégio
Brasileiro de Etica em Experimentacdo Animal, COBEA, e com a aprovacdo pelo
Comité de Etica do Centro de Biociéncias da UFPE sob o n°23076.027592/2017-85.
Inicialmente, os animais foram aleatoriamente divididos em sete grupos experimentais

(n=6 animais/grupo) tratados conforme descrito a seguir (Figura 2):

Figura 2 — Fluxograma representando o desenho experimental do estudo.

[ ANIMAIS (n=42) ]

‘

[ GRUPO CONTROLE (n=6/grupn) ] [ GRUPOSEPTICO (n=6/grupo) ]
CLP l:>[ hgua de injegio (Snllkeiip) ]

CLP+ATB :>[ Ceftriaxona (30mgikg;ip.) ]

Ceftnaxona (30mghkgip. ) ] A. Ascérbico (SOmgikg;ip.)

SHAMFATB :\5[ CLP+ATO :> N-Acetileisteina (10mgfke; i.p)

SHAM :>[ Agua de injegio (Smlkg;ip) ]

Alfa tocoferol (20mgike; i.p)

Ceftriaxona (30mgkeip.)

A. Ascérbico (SO0mghkg;ip.)
CLP :r‘) A. Ascérbico (SOmegfkg;ip.)
ATB+ATO N-Acetilcisteina (10mg/ke; 1.p)

N-Acetilcisteina (10mg/kg; 1.p)
SHAM+ATO [:>{Alfa tocoferol (20mgike; 1.p)

Alfa tocoferol (20mg/ke; 1.p)

Fonte: Autora, 2024.
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Para minimizar a variabilidade entre os diferentes experimentos, o
procedimento de inducao de sepse foi realizado sempre pelo mesmo pesquisador. Os
animais dos grupos CLP, CLP+ATB, CLP+ATO OU CLP+ATB+ATO foram
submetidos ao modelo experimental de sepse, pela pungéao, ligadura e perfuragédo do
cécum. Para tanto, sob condi¢cdes assépticas, e anestesia, (Cetamina e Xilazina,
100mg/kg e 15mg/kg, respetivamente), uma linha média de 3-centimetros, realizou-
se laparotomia, para permitir a exposi¢ao do cécum. O ceco foi firmemente ligado com
uma linha de sutura de seda 3,0 na sua base, abaixo da valvula ileocecal, e perfurado
com uma agulha de 14 gauge. Comprimiu-se entdo suavemente o ceco, para expor
uma pequena quantidade de fezes a partir do local de perfuragdo. Uma operacao
simulada (laparotomia e exposi¢do cecal, sem qualquer outra manipulagédo) foi
realizada nos animais dos grupos SHAM, SHAM +ATB e SHAM+ATO (Figura 3).

Figura 3 — Representacao ilustrativa do modelo experimental de sepse

Laparatomia ; j" \\ Ligagdo e Pungao Cecal | Animal Séptico
e .
\ ¥ ) Ceco) 7 2% Y »
> :v‘}’f A b 3 .Pungéo do ceco)

—
(Ligagdo do ceco)

Fonte: Autora, 2024.

4.2.1 Tratamento dos Animais

Todos os animais foram observados, para determinar os sinais de infeccao (tais
como, piloerecao, letargia, diarreia e perda de peso). 24h ap6s o procedimento
cirargico, os animais foram tratados durante cinco dias consecutivos de acordo com
seus respectivos grupos. Apos o término do tratamento, os animais foram
anestesiados e eutanasiados para a coleta do tecido pulmonar. A sobrevida foi

registrada durante um periodo de 5 dias.
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43 ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA COM WESTERN BLOT

Doze horas apdés o ultimo procedimento experimental, os animais foram
anestesiados. Em seguida, foram tricotomizados na regido do térax e realizada a
dissecacgdo para exposi¢cao do pulmao. O tecido excisado (pulm&o) foram pesado,
cortado e estocado em tubos do tipo Eppendorfs a -802C. As amostras foram
colocadas em 35ul de solucdo de lise (Mammalian Protein Extraction Buffer, GE
HealthCare Life Science®) acrescida de um inibidor de proteases e homogeneizados
utilizando em esferas no tissue lyser. As amostras foram mantidas em gelo durante
todo o procedimento. Os tecidos foram levados a uma centrifuga refrigeradas e
submetidos a centrifugacao (10.000 RPM), a zero grau (42C), por 10 minutos. Utilizou-
se o método fotocolorimétrico de Bradford na leitora de microplacas (Thermo
Varioskan®) para andlise da concentracdo de proteina, permitindo que cada banda do
gel corresse com a mesma quantidade. As amostras foram acrescidas ao tampao
Laemmli (Laemmli Sample Buffer, BIORAD® + 2-Mercaptoetanol, Sigma-Aldrich®
[BME], diluidos conforme recomendado pelo fabricante) na propor¢cao de 1:1 e levadas
para o banho seco (100°C por 5 minutos). A desnaturacao proteica possibilita uma
maior ligacao entre a proteina e o detergente dodecilsulfato de sdédio (SDS), o que
permite a criacado de um composto de carga negativa, facilitando assim a identificacao
da proteina de interesse. As amostras foram pipetadas no gel de poliacrilamida.
Utilizou-se equipamento BIO RAD PowerPAC HC™ (100V; 3,0A, 300W, por 4horas).
Por se tratar de uma proteina de baixo peso molecular (25-8kDa), optamos por um gel
de concentracdao 15% (testes realizados com géis mais concentrados como os de 18
e 20% nao demostrou resultado satisfatorio). Concluida a corrida, o gel foi
devidamente preparado para transferéncia em membrana de nitrocelulose. Utilizou-se
o método semi-seco para este fim. (Bio Rad, Trans-Blot® Turbo™, seguindo protocolo
para baixo peso molecular, 25V por 30min). Para confirmar a transferéncia das
proteinas de baixo peso molecular, apds a transferéncia, realizou-se a coloracao dos
géis com azul brilhante de Coomassie, R250. As membranas foram acrescidas com
anticorpos primarios anti-SP-B (Santa Cruz Biotechnology, SP-B Antibody (F-2): sc-
133143, na diluicdo de 1:1000) e deixados sob agitacdo continua (com ajuda de um
shaker) em ambiente refrigerado (4°C) durante 12 horas overnight). Em seguida as
membranas foram lavadas com TBST (Tampao [50mM] - Salina [150mM NaCl, pH7.5]
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- Tris - Tween® 20 [1% Tween-20]) seguindo-se um protocolo de 3 lavagens, de 10
minutos de duracao cada, antes de submeter as membranas ao anticorpo secundario.
Posteriormente, acrescentou-se anticorpo secundario anti-camundongo na
concentracdo de 1:10.000. Estas membranas ficaram expostas a este segundo
anticorpo por 1 hora, quando foram lavadas seguindo-se o mesmo protocolo de
lavagem para remogao do anticorpo primario. Para a detec¢do, em seguida da ligagao
do anticorpo secundario, foi adicionada uma solucdo de ECL (marca®), que, através
da reacdo com a peroxidase do anticorpo secundario, produziu uma resposta de
quimioluminescente, permitindo a identificacao de bandas referentes a marcacao de
proteinas especificas ao anticorpo primario. As bandas foram visualizadas e as
imagens captadas utilizando o sistema de foto documentador ChemiDoc™ XRS (Bio-

Rad®). As analises foram realizadas em triplicatas por diferentes pesquisadores.

Figura 4- llustragcédo do processo para deteccdo de proteina por Western Blotting.
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Fonte: Autora, 2024.

44 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO TECIDO PULMONAR

Foi realizada a retirada do pulmé&o de ratos Wistar com sepse submetidos a
diferentes tratamentos. Partes de cada pulmao conforme o grupo experimental foram
imediatamente acondicionadas em recipientes contendo fixador por 24 horas (formol
tamponado a 10%). Em seguida, as amostras foram enviadas para o Laboratério de
Histotécnica do Programa de Poés-graduacdo em Saude Translacional, onde foi
realizado o processamento histologico. Os o6rgaos foram incluidos em parafina e
cortes de 5um de espessura foram obtidos com o uso de um micrétomo. Os cortes
foram corados com Hematoxilina e Eosina (H&E) e as preparacdes histologicas foram
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montadas com Entellan®, sendo posteriormente observadas por meio de microscopia
de luz para a analise histopatoldgica. A analise histopatolégica foi realizada utilizando
microscopio optico Zeiss Primo Star® seguida da captura das imagens com camera
AxioCam Erc5s Zeiss® e para a morfometria foi utilizado programa computacional
AxioVision Release 4.8.2 SP3.

45 MORFOMETRIA

As analises foram realizadas por um observador cego para os protocolos
experimentais. O analisador fez a varredura padronizada em todas as laminas, que
representaram os grupos experimentais, totalizando uma area de 28,080mm?2/lamina
(obtida por meio de seis campos observacionais de 4,68mm?2/cada). Na area estudada
foi quantificado: numero de células inflamatdrias (neutrofilos, macréfagos e linfocitos),
numero de pneumacitos do tipo I, numero de alveos pulmonares, area dos alvéolos e

espessura dos septos alveolares (Figura 5).

Figura 5- llustragao do processamento histologico para obtencéo de Iaminas.
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46 ANALISE HEMATOLOGICAS

As amostras de sangue foram provenientes dos grupos SHAM, CLP,
CLP+ATO, CLP+ATB e CLP+ATB+ATO sob plano anestésico com cetamina
(100mg/kg) e xilazina (15mg/kg) via intramuscular. Foram coletados 1,5mL de sangue
a partir do plexo retro orbital (distribuidos em tubo do tipo Eppendorf de 2ml contendo
heparina) para a dosagem dos indices hematologicos. O material foi encaminhado ao
Laboratorio de Neuroendocrinologia e Metabolitos no Departamento de Farmacologia
e Fisiologia da Universidade Federal de Pernambuco para processamento e analise
utilizando o aparelho automatizado SDH-20 VET (Labtest, Brasil). (Lima, 2018).

Os parametros hematolégicos analisados foram: contagem leucocitaria (WBC),
linfocitos (LYM), Granuldcitos (GRAN), hemoglobina (HGB), hemoglobina corpuscular
meédia (MCH), concentragdo hemoglobina corpuscular média (MCHC), contagem total
de eritrocitos (RBC), volume corpuscular médio (MCV), hematocrito (HCT), parametro
da variabilidade de tamanho dos eritrécitos (RDW), plaquetas (PLT) e volume

plaquetario médio (MPV).

47 SCORE FUNCIONAL

Os animais foram acompanhados durante 5 (cinco) dias apos as intervencgdes.
As caracteristicas funcionais foram pontuadas da seguinte forma: alerta (nota:1
normais; 2 baixa atencdo; 3 atencdo muito baixa), mobilidade (grau: 1 normal; 2
movimento baixo; 3 imovel), piloerecdao (grau: 0 nenhum; 1 piloerecao leve; 2
moderado piloerecao; 3 piloerecao grave), diarreia (nota: 0 nenhuma; 1 moderado; 2
diarreia grave. A soma dessas pontuacdes determinadas o escore funcional geral
(Nakagawa et al., 2007).

48 ANALISE ESTATISTICA

Os valores sao expressos como média = desvio de erro padrdao. Teste de
normalidade ANOVA one-way seguido do Pos-teste de Tukey. O software GraphPad
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Prism 8.0.2 foi utilizado para analise dos dados onde os mesmos foram considerados

significativos quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

51 QUANTIFICACAO DO INDICIE DE MORTALIDADE DOS ANIMAIS SEPTICOS

O percentual de mortalidade experimental do grupo séptico foi de 21,42% o que
possibilitou dar continuidade aos grupos com n=6. O indice de sobrevivéncia dos
grupos CLP variaram significativamente (P<0,05) de acordo com o tipo de tratamento
e o tempo de observagado: CLP+AD (48h - 50,67%; 72h - 50,67%; 84h - 50,67% e
96h - 50,67%); CLP+ATO (84h - 68% e 96h - 68%); CLP+ATB (48h - 34%; 72h -
34%; 84h - 34% e 96h - 18%) quando comparados ao grupo SHAM+AD nos mesmos
tempos. O CLP+ATB+ATO né&o apresentou diferenga significativa nos tempos em
comparagao ao SHAM+AD tendo como percentual de sobrevida no tempo de 48h-
84% mantendo-se até o final dos cinco dias. Os resultados acima podem ser

observados na figura 6.

Figura 6: Sobrevivéncia de ratos Wistar em modelo de sepse experimental.
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Legenda: Grupos controle sem tratamento SHAM e tratados com antioxidante (ATO) ou antibiético
(ATB). Grupo séptico sem tratamento CLP e tratados com ATO ou ATB e ATB+ATO. Anadlise de
variancia (ANOVA) por duas vias seguida de Teste de multipla comparagao de Tukey's. Cada grupo
experimental foi comparado com o grupo SHAM *(p<0,05).
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52 AVALIACAO DA CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

Quanto as caracteristicas fisioldgicas, os animais sépticos tratados com ATO
ou ATB+ATO apresentaram melhora significativa (p<0,05) na condi¢cédo de diarreia,
piloerecédo, mobilidade e letargia comparado ao grupo CLP+AD. Os animais sépticos
tratados com ATB+ATO né&o apresentou diferenga significativas quando comparado
com os animais SHAM+AD nas seguintes condi¢des: mobilidade e letargia. A soma
das pontuagdes obtidas resultou em um escore funcional de 10 para animais em
condi¢cdes sépticas graves e 2 para animais em condi¢gdes normais (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas das condigdes fisiologicas verificadas no decorrer de cinco dias, a partir da

indugcéo da sepse e durante o tratamento dos ratos Wistar com: ATO, ATB, ATB+ATO ou CLP+AD e
controle SHAM+AD.

SHAM CLP CLP+ATO CLP+ATB CLP+ATB+ATO
DIARREIA 0,0 £0,0° 1,83+ 0,16 1,0 £0,0¢ 1,540,224 1,0+ 0,0°
PILOEREGAO 0,0+0,02 2,5+ 0,22° 2,0+0,0° 2,0+0,0° 2,0+0,0°
MOBILIDADE 1,0 £0,0° 3,0£0,0° 2,0+0,0° 2,160,164 1,0+£0,0°
LETARGIA 1,0 £0,0° 2,66 £ 0,21° 2,0£0,0° 2,0+0,44¢ 1,0£0,02
ESCORE 2,0+0,02 10,00+0,36° 7,0 £0,0° 7,66+0,49¢ 5,0 £ 0,04

Grupos experimentais (n= 6 animais/por grupo) para caracterizar condicdes fisioldgicas verificadas no
decorrer de cinco dias da inducdo da sepse e tratamento dos ratos Wistar quanto as seguintes
caracteristicas fisioldgicas de acordo com score estabelecido: alerta (nota: 1, normais; 2, baixa atencao;
3, atencdo muito baixa), mobilidade (nota: 1, normal; 2, movimento baixo; 3, imovel), piloerecao (0 =
nenhum; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = grave), diarreia (0 = nenhuma; 1 = moderado; 2 = grave). O
somatério dessas pontuagoes determina o score funcional geral. *Analise de variancia (ANOVA) por
duas vias seguido de Teste de multipla comparacdo de Tukey's entre os grupos. Letras minusculas
diferentes, nas linhas, diferem estatisticamente (p<0,05).

53 ANALISE HEMATOLOGICA

Na avaliagdo hematoldgica, a contagem de plaquetas (103/dl) se apresentou
reduzidas significativamente (P<0,05) no grupo CLP+AD (141,33+11,2) ou ATB
(331,33£131), desta forma entende-se que o tratamento isoladamente com ATB tem
uma tendencia a diminuir as plaquetas, entretanto observa-se aumento dessas
plaguetas no grupo ATO. Essa diminuicdo ndo foi verificada nos grupos
CLP+ATB+ATO (437,33 97,88) quando comparados ou SHAM+AD (429t 69)
(Tabela 2).
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Tabela 2: Parametros hematolégicos de ratos Wistar séptico (CLP) e sépticos tratados com ATO;
ATB ou ATB+ATO, comparados ao grupo controle SHAM+AD.

SHAM+AD CLP+AD CLP+ATO | CLP+ATB | CLP+ATO+ATB
WBC (109L) | 9,5+0,86 7,06£0,39 9,43t575 | 7,23+1,32 8,86 + 1,34
LYM (109L) | 7,73+0,63 3,06 +0,13 6,4¢430 | 6,1:1,20 5,73+0,56
85@3 1,06£0,17 2,1+0,30 187+0,86 | 0,73:0,22 2,4+ 0,70
HGB(g/dL) | 13,9+0,15 15,13+ 0,25 1324104 | 1253:0,65 |  12,76+0,34
MCH (pg) | 19,53:0,19 | 251+185 | 30,33:16,86 | 19,73:0,11 |  20,26:0,17
MCHC(g/d) | 34,56+0,07 | 37,93+1,07 | 4567+19,18 | 34,.830,33 |  34,86+0,36
RBC (10°uL) | 7,12+0,02 6,22+0,33 523235 | 6,36+0,30 6,31£0,14
MCV (fl) 57,5+0,69 65,53+ 3 64,2¢8,07 | 56,7+0,89 58,16+0,49
HCT (%) | 404050 | 39,96:044 | 323+1198 | 36,26+2,15 36,8+1,11
RDW (%) | 13.23t0.15 | 19,83:203 | 18.93:884 | 1276027 13,5+0,26
PLT (10%) | 420+ 241,892 | 141,33+3879> | 627+87,72° | 331,33+13¢ | 437,33+ 339,08
MPV () 6,7+ 0,27 7,03+0,14 6,1£0,17 | 7,7:0,53 6,46+0,08

Grupo experimental (n= 3animais/por grupo) para determinagéo dos niveis de Leucécitos (WBC);
Linfocitos (LYM); Granulécitos (GRAN); Hemoglobina (HGB); Hemoglobina corpuscular média
(MCH); Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular média (MCHC); Contagem total de glébulos
vermelhos (RBC); Volume Corpuscular Médio(MVC);Hematécrito(HCT); Amplitude de Distribuicao
dos Globulos Vermelho (red cell distribution width -RDW); Plaquetas (PLT); volume plaquetario
médio (MPV).*Andlise de varidncia (ANOVA) por duas vias seguido de Teste de multipla
comparacao de Tukey's entre os grupos. Letras minusculas diferentes, nas linhas, diferem
estatisticamente (p<0,05).

54 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO TECIDO PULMONAR

Foram observados na analise histologica a estrutura pulmonar de animais
controle positivo SHAM e sépticos CLP tratados com ATO; ATB ou ATO+ATB. No
grupo SHAM observam-se bronquiolos sem a presenca de cartilagem nas paredes,
presenca de pequeno ramo da artéria pulmonar e vasta rede de alvéolos, alvéolos
separados por delicados septos apresentando morfologia normal (Figura 7A). Nos
animais sépticos CLP observam-se septos espessos (presenca de edema) com
vasodilatagcdo (aumento do volume de sangue no tecido) e infiltracdo linfocitaria. Os
alvéolos apresentam-se dispersos em um parénquima pulmonar compacto,
apresentando desorganizacao da arquitetura alveolar (Figura 7 B).

Quanto aos animais sépticos tratados com ATB verifica-se alvéolos
aparentemente inflados e septos alveolares congestos/turgidos. Os alvéolos

apresentam-se dispersos em um parénquima pulmonar bastante infiltrado com
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linfécitos (Figura 7 C). O grupo de animais tratado com ATO observam-se em algumas
areas rede de alvéolos integros com septos delgados (septos finos) e menor infiltragao
de células (Figura 7 D). No grupo de animais sépticos tratados com ATO+ATB.
Observa-se maior concentracdo de alvéolos contendo ar no seu interior, e septos

alveolares delgados e estrutura pulmonar preservada (Figura 7 E).

Figura 7- Tecido pulmonar de ratos Wistar controle (SHAM, Fig. 7A); sépticos sem tratamento (CLP,

Fig. 7B); tratados com: antibiético (ATB, Fig. 7C); associacao de vitaminas e antioxidante (ATO, Fig.

7D); associacao de antibiético, vitaminas e antioxidante (ATB+ATO, Fig. 7E).

Legenda: Fotomicrografia do tecido pulmonar de ratos Wistar corado com Hematoxilina e Eosina.
magnificacao 400x. Seta vermelha indicando os septos alveolares; estrelas amarelas indicando
células inflamatorias; setas pretas indicam os sacos alveolares.

5.5AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA DO PULMAO DE RATOS WISTAR
SEPTICOS

Quanto a histomorfométria verificou-se que a infiltracdo de células inflamatorias
no tecido pulmonar dos animais tratados com ATO ou ATB+ATO ndo apresentaram
diferenca significativa comparado ao grupo SHAM, por outro lado os animais tratados
com CLP ou ATB apresentaram aumento significativo (P<0,05) de células

inflamatérias em comparagao ao observado no SHAM (Figura 8A; 8B e 8C).
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Figura 8- Quantificacdo de macroéfago (A), neutrofilo (B) e linfocito(C) em tecido pulmonar de Ratos
Wistar com sepse tratados.
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Legenda: Quantificagao de neutrdfilos (A), linfocitos (B) e macréfagos (C) em tecido pulmonar de Ratos
Wistar com sepse tratados com: Ceftriaxona (30mg/kg; i.p.) - ATB; antioxidantes i.p. (acido ascérbico -
50mg/kg; N-acetilcisteina - 10mg/kg; alfa tocoferol - 20mg/kg) - ATO ou associagao de antioxidantes
i.p. (4cido ascorbico - 50mg/kg; N-acetilcisteina - 10mg/kg; alfa tocoferol - 20mg/kg) + Ceftriaxona
(30mg/kg; i.p.) - ATO+ATB comparados entre si, ao aos grupos controle: SHAM (agua destilado (AD)
5ml/kg; i.p.) ou grupo séptico (CLP) (agua destilado (AD) 5ml/kg; i.p.). Letras minusculas diferentes,
diferem estatisticamente (P<0,05).

Em relagdo ao numero de pneumacitos tipo Il os grupos tratados com ATO ou
ATB+ATO nao apresentaram diferencga significativa comparado ao SHAM. Entretanto,
o tratado com ATB isoladamente reduziu significativamente a quantidade de

pneumacitos tipo |l neste grupo comparado a de todos os outros (Figura: 9).
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Figura 9 - Quantificagdo de pneumacitos tipo Il em tecido pulmonar de Ratos Wistar com sepse

tratados.
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Legenda: Quantificagcdo de pneumdcitos tipo Il em tecido pulmonar de Ratos Wistar com sepse
tratados com: Ceftriaxona (30mg/kg; i.p.) - ATB; antioxidantes i.p. (acido ascérbico - 50mg/kg; N-
acetilcisteina - 10mg/kg; alfa tocoferol - 20mg/kg) - ATO ou associagcao de antioxidantes i.p. (acido
ascorbico - 50mg/kg; N-acetilcisteina - 10mg/kg; alfa tocoferol - 20mg/kg) + Ceftriaxona (30mg/kg;
i.p.) - ATO+ATB comparados entre si, ao aos grupos controle: SHAM (agua destilado (AD) Sml/kg; i.p.)
ou grupo séptico (CLP) (agua destilado (AD) 5ml/kg; i.p.). Letras minusculas diferentes, diferem
estatisticamente (P<0,05).

A quantidade alveolar nos animais sépticos tratados com ATO isoladamente foi
semelhante aquelas verificadas no grupo SHAM e CLP+ATB+ATO. Os animais
sépticos tratados com ATB apresentaram maior quantidade de alvéolos, porém com
menor area alveolar em relagao aos demais grupos. Por sua vez, a area alveolar nos
grupos sépticos tratados com ATB; ATO ou ATB+ATO exibem significativamente
menor area comparado ao SHAM+AD. No que se refere a espessura dos septos
alveolares dos animais tratados com ATO ou ATB+ATO, esses se mostraram
semelhante ao SHAM. Fato nao verificado nos animais sépticos e tratados com ATB
isoladamente os quais apresentaram espessura dos septos maior que os aquelas
verificadas nos animais tratados com ATO ou ATO+ATB (Figura 10A, 10B, 10C).
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Figura 10- Quantificacdo de alvéolos pulmonares (A) espessura dos septos alveolares (B) e da
determinacao da area alveolar (C) em tecido pulmonar de Ratos Wistar com sepse tratados.
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Legenda: Quantificagcao de alvéolos pulmonares (A) determinacéo da area alveolar (B) e da espessura
dos septos alveolares (C) em tecido pulmonar de Ratos Wistar com sepse tratados com: Ceftriaxona
(30mg/kg; i.p.) - ATB; antioxidantes i.p. (acido ascérbico - 50mg/kg; N-acetilcisteina - 10mg/kg; alfa
tocoferol - 20mg/kg) - ATO ou associagao de antioxidantes i.p. (acido ascérbico - 50mg/kg; N-
acetilcisteina - 10mg/kg; alfa tocoferol - 20mg/kg) + Ceftriaxona (30mg/kg; i.p.) - ATO+ATB
comparados entre si, ao aos grupos controle: SHAM (agua destilado (AD) 5ml/kg; i.p.) ou grupo séptico
(CLP) (agua destilado (AD) 5mi/kg; i.p.). Letras minusculas diferentes, diferem estatisticamente
(P<0,05).

As analises foram realizadas em triplicatas por diferentes pesquisadores, obtendo os
mesmos resultados. A proteina surfactante pulmonar tipo B foi expressa nas amostras
conforme mostrado na figura 11. A deteccdo de proteina por Western blot mostrou
qgue o nivel da surfactante tipo B nos tecidos de ratos Wistar sépticos apresentam-se
maior significativamente (p<0,05) quando comparado ao grupo SHAM. Por outro lado,
essa diferenca nao foi observada entre os respectivos tratamentos com ATB, ATO ou

ATB+ATO quando comparado ao controle SHAM.
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Figura 11- Quantificagao de proteina surfactante tipo B em pulmé&o de ratos Wistar higidos (SHAM) e
sépticos (CLP) tratados com antibidtico (ATB), antioxidantes (ATO) ou antibidtico mais antioxidante
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Legenda: determinacao de proteina surfactante pulmonar em ratos Wistar sépticos (CLP) e tratados
com antibidtico (ATB), antioxidante (ATO) ou antioxidante mais antibiético (ATB+ATO) comparados
entre si, ao grupos controle (SHAM). Letras minusculas diferentes, indicam significancia estatistica

(P<0,05).
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6 DISCUSSAO

Neste presente estudo os resultados demonstram que os ratos Wistar tratados
com ATO ou ATO+ATB obtiveram maior taxa de sobrevivéncia, melhorando também
as caracteristicas de condi¢cdes fisioldgicas. Isto, pode-se dar a presenca de
antioxidante que por sua vez mimetizam a inflamacao sistémica causadas por radicais
livres produzidos por leucécitos. As espécies reativas de oxigénio desempenham
papel importante na patogénese da LPA, uma vez que propagam dano celular e

iniciam resposta pro-inflamatéria (Zhao et al., 2020; Sulzbacher et al., 2020).

De acordo ElI-Megharbel et al., (2022), a ceftriaxona esta relacionada com o
aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), marcador final de
peroxidacao lipidica (MDA) e reducao dos niveis de enzimas antioxidantes. Por tanto,
se em um tecido ocorre a producao de espécies reativas de oxigénio esse fator pode
dar origem a uma lesao tecidual e consequentemente propiciando o surgimento do
ciclo inflamatério. Este achado corrobora com o nosso resultado, onde o tratamento
ATB apresentaram maior taxa de mortalidade 18%, apresentando também maior
comprometimento das condigdes fisiologicas. Com tudo segundo Lai et al., (2020), a
utilizacdo do antibidtico se faz necessario para o controle das afec¢cées de cunho

bacteriano.

Estudos clinicos mostram que os antioxidantes reduzem a disfuncdo dos
macrofagos hiperdxidados que liberam a (HMGB-1). A HMGB-1 é uma proteina com
perfil de marcador inflamatério, considerada como DAMP, onde, nos pulmdes,
elevados niveis mediam a lesdo pulmonar aguda (LPA). Por sua vez, a vitamina C
pode minimizar os sinais da LPA por melhorar a fungdo dos macréfagos no que
concerne o processo de fagocitose e por atenuar o acumulo extracelular de HMGB1,
justificando assim a sua utilizacdo no tratamento em lesao pulmonar aguda induzida

pelo estresse oxidativo (Patel et al., 2020).

Referente a analise hematoldgica verificou-se, que o grupo ATB apresentou
reducéao de plaquetas que pode por sua vez, esta atrelada a disturbios de coagulacao.
Segundo Ghimire et al., (2021), na sepse a ocorréncia de disturbios de coagulacao,
esta relacionada com a presenca de trombocitopenia, a qual é uma alteracao
comumente detectada durante um quadro de sepse. Essa reducao plaquetaria pode
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ser decorrente da diminuicdo na producdo, aumento do consumo, destruicdo ou
sequestro plaquetario. Esses mesmos autores, reportam que as plaquetas
desempenham papel essencial na hemostasia, podendo ser utilizadas como
marcadores de coagulacao intravascular, o qual, quando reduzido, apresenta

importante ameacga a sobrevivéncia do paciente.

Os resultados apresentados demonstram que os antioxidantes (vitamina C,
vitamina E e N-acetilcisteina) isoladamente ou associados com o ATB reduziram os
danos no tecido pulmonar decorrente da lesdo provocada pela sepse. Segundo
Varela, (2019), o tratamento paralelo com antibidtico e antioxidante mostrou melhor
efeito protetor de danos no parénquima pulmonar, preservando sua estrutura, com
seu resultado confirmou a acao protetora dos antioxidantes na LPA. Pode-se justificar
esta agao protetora dos antioxidantes por contribuir na reducdo do efeito de ERs
geradas por células leucocitdrias como macrofago e neutrofilos, que na sepse sao
principais fontes de espécies reativas de Oo.

Essas evidéncias corroboram nossos achados, quanto a reducao das células
inflamatorias, preservagao de estruturas alveolares e presenca de pneumacitos tipo Il
nos grupos que receberam ATO ou ATB+ATO como tratamento, e a partir desses
resultados pode-se sugerir que a reducao da migracao de células inflamatorias para
o tecido pulmonar, possivelmente mediada pela presenca do ATO, favorece a reducao

da injuria tecidual e consequentemente o0 agravamento da LPA.

O aumento dos niveis da proteina surfactante tipo B esta atrelada a lesdo de
pneumocitos tipo I, podendo ser utilizada para classificar pacientes como de alto ou
baixo risco de progressao para a LPA ou morte. Embora as proteinas surfactantes
sejam normalmente encontradas apenas em quantidades apreciaveis no pulmao,
vazamento de proteina surfactante-B (SP-B) na circulacdo foi relatado em varios
disturbios respiratérios, sendo considerada um indicador da gravidade da lesao
pulmonar (Andrew et al., 2000; lan et al., 1997). Estudos de marcacdo em
pneumocitos tipo Il sugerem que a proteina é secretada no alvéolo como pré-proteina
monomérica hidrofilica e intermediario 42 kDa e 25 kDa, respectivamente. Em sua
forma imunorreativa a SP-B é consideravelmente pequena capaz de ultrapassar a
barreira alvéolo-capilar atingindo a corrente sanguinea (Weaver, 1989), a SP-B ainda

foi altamente expressa no lavado broncoalveolar apos inducao de lesdao pulmonar por
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hiperéxia em modelo animal (Liu et al., 2018). Os nossos resultados sugerem que a
sepse induz lesao alveolar promovendo ruptura celular e como consequéncia

liberacado do conteudo presente nas organelas e no citoplasma.
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7 CONCLUSAO

Diante do exposto, os antioxidantes (vitamina C, vitamina E ou N-acetilcisteina)
guando administrados por via intraperitoneal, em modelo animal de sepse, associados
ou nao a um antibiotico, promove a conservagao das estruturas histoldgicas presentes
na matriz pulmonar mesmo quando submetidos as injurias decorrentes desse quadro
infecioso, e aumenta a sobrevida dos animais que receberam esses tratamentos. A
expressao da proteina surfactante pulmonar tipo B pode ser utilizada como marcador
da lesdo pulmonar aguda decorrente da sepse, fornecendo informacdes de

prognostico sobre o declinio funcional pulmonar.
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